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Estructura cristalina de ADN y su utilización para la iden-
tificación de fármacos.
La estructura cristalina que comprende un entrecruzamien-
to de tres cadenas de ADN está caracterizada porque:
pertenece al grupo espacial P4(1)32 y tiene unas dimen-
siones de celda a=b=c=70,98 ± 0,7A˚;
todos los nucleótidos que constituyen dichas cadenas de
ADN se encuentran emparejados; y dicho entrecruzamien-
to de tres cadenas de ADN alberga, en una cavidad hidro-
fóbica, una molécula. La estructura cristalina de la inven-
ción es una diana adecuada para el diseño de fármacos
anti-ADN con una elevada especificidad.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
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DESCRIPCIÓN
Estructura cristalina de ADN y su utilización para la identificación de fármacos.
Esta invención se relaciona con el campo de la biomedicina en general y específicamente con la investigación
farmacológica y la biología molecular. En particular, la presente invención se refiere a una estructura cristalina de
ADN del tipo de entrecruzamiento de tres cadenas y a su utilización en un procedimiento para la identificación de una
molécula candidata a fármaco.
Estado de la técnica anterior
Los entrecruzamientos helicoidales son importantes elementos estructurales en los ácidos nucleicos. En el ADN
son intermedios de los acontecimientos de recombinación genética homóloga y en el ARN son importantes elementos
estructurales.
Los entrecruzamientos de ADN son estructuras ramificadas únicas que consisten en varias hebras dobles o cadenas
que convergen en un punto. El entrecruzamiento de ADN mejor caracterizado es el de cuatro cadenas, también co-
nocido como unión Holliday (en inglés “Holliday junction”), un intermedio clave en la recombinación homóloga (cf.
R. Holliday, “A mechanism for gene conversion in fungi”, Genet. Res. 1964, vol. 5, pp. 282-304). Han sido resueltas
las estructuras tridimensionales de entrecruzamientos de cuatro cadenas libres (cf. M. Ortiz-Lombardia et al., “Crystal
structure of a DNA Holliday junction”, Nat Struct Biol 1999, vol. 6, pp. 913-7) y la de diferentes complejos con proteí-
nas (cf. T. Biswas et al., “A structural basis for allosteric control of DNA recombination by lambda integrase”, Nature
2005, vol. 435, pp. 1059-66; S. M. Roe et al., “Crystal structure of an octameric RuvA-Holliday junction complex”,
Mol Cell 1998, vol. 2, 361-72; D. N. Gopaul et al., “Structure of the Holliday junction intermediate in Cre-loxP site-
specific recombination” 1998, Embo J vol. 17, pp. 4175-87; M.).
Los entrecruzamientos de tres cadenas, a pesar de ser las estructuras ramificadas de ácido nucleico más simples
y más abundantes, no están bien caracterizadas. Los entrecruzamientos de tres cadenas se producen tanto en ARN
como en ADN. En ARN se encuentran implicadas en funciones biológicas cruciales tales como el empalme (en inglés
“splicing”) (cf. C. Guthrie et al., “Spliceosomal snRNAs”, Annu Rev Genet 1988, vol. 22, pp. 387-419) y la traducción
(cf. A. Nikulin et al., “Crystal structure of the S15-rRNA complex”, Nat Struct Biol 2000, vol. 7, pp. 273-7; B. T.
Wimberly et al., “Structure of the 30S ribosomal subunit”, Nature 2000, vol. 407, pp. 327-39; N. Ban et al., “The
complete atomic structure of the large ribosomal subunit at 2.4 A resolution”, Science 2000, vol. 289, pp. 905-20).
En ADN, los entrecruzamientos de tres cadenas se forman temporalmente durante la replicación del ADN (cf. M. R.
Singleton et al., “Structural analysis of DNA replication fork reversal by RecG”, Cell 2001, vol. 107, pp. 79-89). Estas
son estructuras intermedias formadas por expansiones de tripletes repetidos (cf. P. E. Pearson et al., “Slipped-strand
DNAs formed by long (CAG)*(CTG) repeats: slipped-out repeats and slip-out junctions”, Nucleic Acids Res 2002,
vol. 30, pp. 4534-47) debidas, en varios casos, a anomalías asociadas con varias enfermedades genéticas en humanos
tales como la distrofia miotónica tipo 1 y la enfermedad de Huntington (cf. R. R. Sinden, “Neurodegenerative diseases.
Origins of instability”, Nature 2001, vol. 411, pp. 757-8).
Por otro lado, los ácidos nucleicos han sido, tradicionalmente, objeto de diferentes estudios relacionados con
diversas enfermedades, especialmente en el campo del cáncer.
Los fármacos que interaccionan con el ADN (también conocidos como fármacos anti-ADN) pueden unirse de
manera covalente, como es el caso de los derivados de cis-Pt (de uso común en tratamientos anticancer), o de manera
no covalente. Se conocen dos tipos principales de fármacos que interaccionan de manera no covalente con el ADN,
los agentes intercalantes de ADN y los agentes de unión a surco menor. En la actualidad, los agentes de unión a surco
menor están siendo investigados como agentes antibacterianos o anticancer.
Por otro lado, los compuestos conocidos de manera colectiva como agentes intercalantes se pueden unir entre las
bases de ADN, interrumpiendo la transcripción, replicación y/o las actividades de las topoisomerasas, induciendo la
muerte de las células cancerígenas. Algunos de estos agentes intercalantes también se utilizan profusamente en clínica
como fármacos anticancer.
A pesar de los muchos esfuerzos realizados para rediseñar la estructura química de los fármacos anti-ADN, estos
resultan ser, en general, fármacos no específicos con amplios efectos citotóxicos.
Por tanto, existe la necesidad de nuevos agentes terapéuticos anti-ADN que sean altamente citotóxicos y específicos
para el desarrollo de terapias alternativas a las ya existentes, así como procedimientos para la identificación de los
mismos.
Explicación de la invención
Los inventores de la presente invención han caracterizado una nueva estructura cristalina de ADN del tipo entre-
cruzamiento de tres cadenas (en inglés “3-way junction” y de aquí en adelante también abreviada como “3WJ”) que
es capaz de complejarse con un fármaco.
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Por lo tanto, en un primer aspecto la presente invención se refiere a una estructura cristalina que comprende un
entrecruzamiento de tres cadenas de ADN, dicha estructura cristalina caracterizada porque: pertenece al grupo espacial
P4(1)32 y tiene unas dimensiones de celda a=b=c=70,98 ± 0,7A˚;
todos los nucleótidos que constituyen dichas cadenas de ADN se encuentran emparejados; y dicho entrecruza-
miento de tres cadenas de ADN alberga, en una cavidad hidrofóbica, una molécula.
La estructura cristalina de la 3WJ de ADN de la presente invención tiene una conformación no apilada (forma de Y)
y tiene una cavidad hidrofóbica trigonal central en la que la molécula o sustancia utilizada como candidato a fármaco -
helicato supramolecular [Fe2L3]Cl4- encaja perfectamente, utilizando 9 de sus 12 anillos aromáticos para interaccionar
con el ADN. Los inventores de la presente invención han utilizado una molécula de helicato bien conocida para el
experto en la materia (cf. M. J. Hannon et al., “An inexpensive approach to supramolecular architecture”, Chemical
Communications 1997, pp. 1807-8) (Fig. 1a), para demostrar que la 3WJ de ADN es una estructura adecuada para que
interaccionen fármacos.
De esta manera, la estructura cristalina de acuerdo con el primer aspecto de la invención puede ser útil como diana
estructuralmente bien definida para la búsqueda e identificación de nuevos fármacos citotóxicos altamente específicos.
Tal y como se ilustra en el ejemplo adjunto, con la estructura cristalina del primer aspecto de la invención se
consigue llevar a cabo una nueva aproximación para el reconocimiento del ADN y para el diseño de agentes que
posean superficies moleculares complementarias a la 3WJ de ADN.
Los procedimientos generales de obtención de estructuras cristalinas que comprenden oligonucleótidos de ADN
complejados o sin complejar con moléculas son bien conocidos por los expertos en la materia (cf. I. Berger et al. “A
highly efficient 24-condition matrix for the crystallization of nucleic acid fragments”, Acta Cryst. D 1996, D52(3), pp.
465-8).
Uno de los posibles procedimientos para obtener dichas estructuras es el que se describe en el ejemplo adjunto.
La estructura del entrecruzamiento en el complejo con el helicato metalo-supramolecular [Fe2L3]4+ (de geometría
antiprisma trigonal) corresponde a un entrecruzamiento con forma de Y, no apilada, abierta. La estructura tiene simetría
triple lo cual, en este caso, corresponde a una simetría cristalográfica favorecida por la naturaleza palindrómica de la
secuencia oligonucleotídica utilizada (Figs. 1b y 2). Los tres brazos de la estructura son, por lo tanto, idénticos y no
existe apilamiento coaxial hélice-a-hélice entre ellos. En cambio, el ángulo entre los brazos es de 110º, manteniéndose
en una disposición piramidal casi plana (Fig. 2).
La estructura de la presente invención difiere de otras conocidas en el estado de la técnica, analizadas mediante
RMN, en que dos de los brazos están apilados de manera coaxial (cf. B. N. van Buuren et al., “Solution structure of a
DNA three-way junction containing two unpaired thymidine bases. Identification of sequence features that decide con-
former selection”, J Mol Biol 2000, vol. 304, pp. 371-83; B. Wu et al., “Global structure of a DNA three-way junction
by solution NMR: towards prediction of 3H fold”, Nucleic Acids Res 2004, vol. 32, pp. 3228-39). Sin embargo, en las
publicaciones indicadas, la secuencia de ADN utiliza bases desemparejadas, lo cual explica las marcadas diferencias
con la estructura de la presente invención.
En particular, en la presente invención todas las bases se emparejan según la manera Watson-Crick y las unidades
de azúcar del esqueleto están en conformación C2’-endo. Los parámetros helicoidales corresponden a un ADN de tipo
B con un giro medio de 35º. Las bases TA en el punto de unión están, en una de sus caras, no apiladas con otras bases
de ADN, dejando un gran túnel hidrofóbico triangular en donde se une la sustancia candidato a fármaco. Cada cadena
del ADN presenta una desviación repentina de 60º en el segmento central T3-A4. Esta característica estructural genera
grandes deformaciones en la geometría del esqueleto de ADN, principalmente en el angulo de torsión β del esqueleto
y en los ángulos de torsión glicosídicos χ (Figs. 2 y 3b).
El entrecruzamiento de tipo 3WJ de la presente invención define dos lados o caras diferentes, un lado con un
surco mayor (Fig. 2a) y un lado con un surco menor (Fig. 2b) donde convergen los tres surcos respectivos mayores o
menores. En los brazos, el surco menor es estrecho tal y como se ha observado en segmentos de ADN con secuencias
de adenina (cf. M. Coll et al., “A bifurcated hydrogen-bonded conformation in the d(A.T) base pairs of the DNA
dodecamer d(CGCAAATTTGCG) and its complex with distamycin”, Proc Natl Acad Sci U S A 1987, vol. 84, pp.
8385-8389), con espacio sólo para la hidratación con una molécula de agua. El surco mayor tiene la estructura de un
B-ADN de anchura regular.
Es interesante el hecho de que la estructura de la presente invención tenga una geometría completamente diferente
de la del entrecruzamiento de cuatro brazos (cf. M. Ortiz-Lombardia et al., “Crystal structure of a DNA Holliday
junction”, Nat Struct Biol 1999, vol. 6, pp. 913-7). Se encontró que dicho entrecruzamiento de cuatro brazos estaba
apilado en forma de X, es decir, con los brazos coaxialmente apilados por parejas en dos hélices continuas rotadas 45◦,
y con una pequeña estructura compacta en el punto de cruce. A diferencia de la estructura de la presente invención,
dicho entrecruzamiento de cuatro brazos no deja espacio o cabida para la unión del ligando, excepto por los surcos
de ADN. Por tanto la estructura de tipo 3WJ de la presente invención es única y, a diferencia del entrecruzamiento de
cuatro brazos, define una cavidad apropiada para la unión de fármacos.
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La presencia de únicamente tres hebras dobles restringe las posibles conformaciones de 3WJ cuando se compara
con los entrecruzamientos de cuatro hebras.
La estructura de tipo 3WJ de la presente invención no se perturba de manera significativa por la unión del fármaco,
sino que este encaja perfectamente dentro de la estructura.
Por otro lado, cabe destacar el hecho de que los inventores de la presente invención han obtenido cristales complejos
con oligonucleótidos que difieren en longitud (6, 8, 10 y 12 metros) y en secuencia.
De hecho, los resultados del ejemplo incluido en el presente documento sugieren que [Fe2L3]4+ se une de manera
selectiva a entrecruzamientos de 3 cadenas hexonucleotídicas de ADN, en donde la secuencia central es TA ó AT.
Por tanto, en una realización particular del primer aspecto de la invención, la estructura cristalina se caracteriza
porque cada una de las cadenas de ADN comprende en la región central de cada cadena un dinucleótido seleccionado
de entre TA y AT.
En otra realización del primer aspecto de la invención, las cadenas de ADN son hexanucleótidos.
En todavía otra realización, las cadenas de ADN tienen secuencias nucleotídicas iguales o diferentes entre sí y se
seleccionan del grupo que consiste en: CGATCG, GCATGC, CGTACG, GCTAGC, CCATGG, GGATCC, CCTAGG
y GGTACC.
En todavía aún otra realización, las tres cadenas de ADN que constituyen el entrecruzamiento tienen la misma
secuencia y corresponden a la secuencia nucleotídica CGTACG.
Preferiblemente, dicha estructura cristalina de ADN tiene las características que se muestran en de la Tabla 1
y las coordenadas atómicas tridimensionales de la Tabla 2 y que han sido depositadas en el Protein Data Base
(www.resb.org/pdb) con el código 2ET0 (véase más abajo).
Como se ha mencionado más arriba y se ilustra en el ejemplo adjunto, el espacio central de 3WJ está ocupado por el
compuesto supramolecular tetracatiónico [Fe2L3]4+, formado por tres cadenas orgánicas rodeadas por dos iones de Fe2+
(Fig. 1a). Cada cadena consiste en dos unidades de piridilamina (que se unen a los centros metálicos) separados por un
espaciador difenilmetano. La estructura del fármaco helicato no sufre ningún cambio conformacional significativo por
la unión al ADN. Este helicato tiene características duales remarcables: por un lado tiene una elevada carga positiva
debida a los dos iones de Fe2+ situados coaxialmente a ambos extremos del fármaco y, por otro lado, exhibe amplias
superficies hidrofóbicas debido a la presencia de 12 anillos aromáticos. Ambas características son fuerzas directrices
para la interacción (no covalente) del helicato con el ADN. En primer lugar, la interacción dipolo electrostática tiene
lugar entre el antiprisma cargado positivamente y los fosfatos del ADN cargados negativamente (Fig. 3a). En segundo
lugar, los anillos fenil y piridina de la forma helicato extienden las interacciones de tipo apilamiento–pi con las bases
timina y adenina en el entrecruzamiento. Considerando una cadena orgánica sencilla, un anillo fenil (B) se apila con
T3, mientras que el otro anillo de fenilo (C) se apila con A4 (Fig. 3b). Debido a la simetría triple del fármaco que se
empareja con la simetría triple de 3WJ, esta doble interacción de apilamiento se repite 3 veces. También, el giro entre
los dos anillos de B y C del fármaco es exactamente de 60º, el cual coincide con la desviación de 60º en la cadena
de ADN entre las bases T3 y A4, dando lugar a un perfecto apilamiento entre bases consecutivas y anillos de fenilo
consecutivos.
Los tres anillos de piridina (D) en un extremo del fármaco se encuentran localizados en el lado del surco menor
del entrecruzamiento y son girados 60º, otra vez, con respecto a los anillos de fenilo C. Esto les permite ocupar los
surcos menores de ADN entre unidades de azúcar opuestas en el esqueleto del ADN, generándose una estructura
sándwich, entre la A4 de una cadena y D5 de la cadena complementaria (Fig. 3c), donde el surco menor del ADN es
particularmente estrecho, dando lugar a fuertes interacciones de Van der Waals entre el fármaco y el esqueleto azúcar-
fosfato de ADN. En el otro extremo del prisma, los tres anillos de piridina (A) ocupan el surco mayor, alejándose del
ADN y no interaccionando con este (Fig. 2c).
No existen enlaces de hidrógeno convencionales entre el fármaco y el ADN ya que la superficie externa del fár-
maco contiene únicamente unidades C-H. Sin embargo, se observan interacciones cortas C-H····X entre el C-H imino
adyacente a los anillos D y el nitrógeno N3 de A4; los átomos de hidrógeno (putativos) se encuentran en la orientación
adecuada para un enlace de hidrógeno C-H····X.
En un segundo aspecto la presente invención se refiere a un procedimiento de identificación de una sustancia can-
didata a fármaco caracterizado porque comprende las etapas de: (a) obtener una estructura cristalina dejando crecer
cristales a partir de gotas que comprenden la sustancia a ser identificada y secuencias nucleotídicas según las reali-
zaciones preferidas del primer aspecto de la invención; y (b) determinar la estructura cristalina obtenida, de manera
que si dicha estructura pertenece al grupo espacial P4(1)32, tiene unas dimensiones de celda a=b=c=70,98 ± 0,7A˚ y
todos los nucleótidos de dicha secuencia de ADN se encuentran emparejados, es indicativo de que dicha sustancia es
un candidato a fármaco anti-ADN.
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La determinación de los parámetros estructurales de la estructura cristalina de ADN de tipo 3WJ con la sustancia
candidata a fármaco proporciona una información que permite, en un primer estadio, saber si la interacción entre
la sustancia candidata a fármaco y el ADN es apropiada. Esta información puede ser utilizada para el diseño de
moléculas (p. ej. fármacos) mediante técnicas computacionales que identifiquen posibles ligandos de unión para la
cavidad característica de dicha estructura cristalina. Además, esta información puede ser utilizada para la predicción
de cambios estructurales en la sustancia con el fin de optimizar la interacción de dicha sustancia con el ADN y, en
consecuencia, mejorar su actividad anti-ADN. Por ejemplo Green et al., J. of Medicinal Chemistry 1994, vol. 37, pp.
1035-54, describe una aproximación iterativa para el diseño de ligandos en base a secuencias repetidas de modelación
por ordenador, formación de complejos ADN-ligando y análisis de rayos X.
Como resultado de la determinación de la estructura tridimensional, se pueden utilizar técnicas computacionales
más precisas para el diseño racional de fármacos. Por ejemplo, se pueden utilizar programas ligando-receptor (cf.
Jones et al., Current Opinion in Biotechnology 1995, vol. 6, pp. 652-6) que requieren de información precisa sobre
coordenadas atómicas de la diana.
Las aproximaciones por fragmentos unidos para diseñar fármacos, también requieren información precisa sobre
las coordenadas atómicas de la diana (ADN). La idea básica que hay detrás de estas aproximaciones es determinar
(computacionalmente o experimentalmente) los puntos de unión de ligandos a una molécula diana y, a continuación,
construir una estructura para conectar los ligandos de manera que sus posiciones de unión relativas llevan a un com-
puesto que se puede perfeccionar adicionalmente utilizando, p. ej. la técnica iterativa de Green et al. supra. Para
aproximaciones virtuales de fragmentos unidos véase Verlinde et al., J. of Computer Arded Molecular Design 1992,
vol. 6, pp. 131-47 y para las aproximaciones por RMN y RX véase Shucker et al., Science 1996, vol. 274, pp. 1531-4
y Scout et al., Structure 1998, vol. 6, pp. 839-48. La utilización de estas aproximaciones se hace posible gracias a la
determinación de la estructura cristalina según la presente invención.
Muchas de las técnicas y aproximaciones de diseños de fármacos basadas en la estructura descritas más arriba
dependen del análisis por rayos X para poder identificar la posición de unión de un ligando en un complejo ADN-
ligando. Una manera rápida es realizar un análisis cristalográfico de rayos X con el complejo, producir un mapa de
densidad electrónico de diferencia de Fourier entre el ADN con ligando y sin ligando y asociar un determinado patrón
de densidad electrónica residual con el ligando. Sin embargo, con el fin de producir el mapa de diferencias es necesario
conocer de antemano la estructura cristalina del ácido nucleico. Por lo tanto, la determinación de la estructura cristalina
del ADN, según el primer aspecto de la invención, permite que se puedan obtener mapas de densidad electrónica por
diferencia de Fourier los cuales pueden ayudar enormemente en el proceso de diseñar el fármaco de manera racional
y rápida.
Las aproximaciones descritas más arriba requieren de la identificación inicial de los posibles compuestos que
puedan interaccionar con una biomolécula diana (en este caso la estructura cristalina de ADN). Algunas veces estos
compuestos se conocen p. ej., a partir de la literatura científica publicada. Sin embargo, cuando no están o cuando
se quieren nuevos fármacos, una primera etapa del programa de diseño del fármaco puede implicar el uso de bases
de datos (tales como al Cambridge Structural Database) con el objetivo para la identificación de compuestos que
interaccionen con el sitio o sitios activos de la biomolécula diana. El criterio de selección para la identificación se
puede basar en propiedades farmacocinéticas tales como la estabilidad metabólica y la toxicidad.
Salvo que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y científicos tienen el mismo significado que el
comúnmente entendido por un experto en la materia a la que la invención pertenece. A lo largo de la descripción y
las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir otras características técnicas, com-
ponentes o pasos. El resumen de la solicitud se incorpora aquí como referencia. Para los expertos en la materia, otros
objetos, ventajas y características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y en parte de la práctica
de la invención. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean
limitativos de la presente invención.
Breve descripción de los dibujos
La Fig. 1. muestra los esquemas de (a), La estructura del helicato supramolecular tetracatiónico [Fe2L3]4+ (L=C25
H20N4), siendo representados los iones de Fe2+ como esferas (b), el entrecruzamiento de tres cadenas de la presente
invención donde se muestra la secuencia de ADN (CGTACG) utilizada en el Ejemplo de más abajo.
La Fig. 2 muestra la estructura cristalina del complejo de la 3WJ de ADN con el helicato en el centro del entrecru-
zamiento, en tres vistas diferentes: (a) vista desde el lado del surco mayor del ADN. (b) vista desde el lado del surco
menor (c) vista lateral.
La Fig. 3. muestra detalles de las interacciones entre el candidato a fármaco helicato y el ADN: (a) Vista de la
estructura por el eje de simetría triple que muestra las interacciones electrostáticas hierro-fosfato en el lado del surco
menor. (b) Interacciones de apilamiento (flechas dobles) entre los anillos fenilo B y C del fármaco y las bases centrales
T3 y A4 del entrecruzamiento. La cadena de ADN muestra fuertes distorsiones en el punto de unión, las bases no se
apilan, con un ángulo de torsión β del esqueleto inusual (O5’(T3)- C5’(T3)) de 78º y un ángulo de torsión glicosídico
χ -150◦ en la timidina T3 (β=∼180◦ y χ∼-110º en ADN tipo B regular). Además de las interacciones de apilamiento,
se observan las interacciones de tipo C-H····N: (C(D)····N3(A4) = 3,3 A˚). (c), Interacción del anillo fenilo terminal D
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del fármaco con el surco menor estrecho de ADN, reminiscencia del surco menor que se une a fármacos. Los iones de
hierro se representan como esferas.
Ejemplos
Ejemplo 1
Obtención y caracterización de la estructura cristalina de la invención y de su interacción con una sustancia
Cristalización y obtención de datos
La síntesis del helicato [Fe2L3]Cl4 (L=C25H20N4) (Fig. 1a) se ha descrito en M. J. Hannon et al., “An inexpensive
approach to supramolecular architecture”, Chemical Communications 1997, pp. 1807-1808.
Los cristales de la invención se hicieron crecer a temperatura ambiente a partir de gotas posadas (en inglés “sitting
drops”) que contenían 0,5 µl de una solución acuosa de [Fe2L3]Cl4 10 mM, 1 µl de d(CGTACG) 3 mM y 1,5 µl de una
solución en reserva que contenía acetato de magnesio 0,08 M, TrisCl 0,05 M, pH 8,5, y PEG 400 al 5%. Después de
una semana, aparecieron unos cristales octaédricos púrpura opacos que medían 0,2 x 0,2 x 0,2 mm.
Para congelar los cristales, estos se introdujeron en una solución que contenía glicerol al 25%. Se llevó a cabo
un experimento MAD (difracción de múltiples longitudes de onda) cerca del canto de de absorción Fe K en la Euro-
pean Synchrotron Radiation Facility, ESRF, línea de luz: BM16 (Grenoble). Además, se recogieron los datos de alta
resolución en la línea de luz ID14-EH2.
Todos los datos se indexaron y se integraron mediante el programa XDS” (cf. W. Kabsch, “Automatic processing
of rotation diffraction data from crystals of initially unknown symmetry and cell constants”, J. Appl. Cryst. 1993, vol.
26, pp. 795-800) y se escalaron y combinaron con el programa XSCALE (Tabla 1).
Determinación y refinado de la estructura
Se localizaron seis átomos de Fe utilizando el programa SHELXD (cf. G. Hedrick et al. “International Tables
for Crystallography F”, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht/Boston/London, 2001, pp. 333-351) a partir de los
diferentes datos anómalos. Las fases iniciales MAD obtenidas mediante la construcción de Harker y la modificación
de densidad con SHELXE (cf. G. Sheldrick, “Macromolecular phasing with SHELXE”, Z. Krist. 2002, vol. 217, 644-
650) permitió calcular un mapa experimental de resolución de 2,6 A en donde se podía interpretar fácilmente un
complejo fármaco-ADN.
Se localizó un segundo complejo en el segundo eje, perpendicular al eje del helicato, y, por lo tanto, desordenado en
dos orientaciones opuestas. El primer complejo se construyó utilizando el programa gráfico X-VIEW (cf. D. E. McRee,
“XtalView/Xfit--A versatile program for manipulating atomic coordinates and electron density”, J Struct Biol 1999,
vol. 125, pp. 156-165). Una vez completado, este complejo se utilizó para construir el segundo complejo desordenado
en dos orientaciones alternativas. Esto se realizó mediante superimposición de iones metálicos, los cuales habían sido
localizados claramente.
El refinamiento de la estructura siguió con SHELXL97 (Sheldrick, G. & Scheider, T. Methods in Enzymology 277
(eds. Carter Jr., C. & Sweet, R.) 319- 343 (Elsevier, 1997)), con restricciones del complejo desordenado respecto al
complejo ordenado y con una ocupación mitad.
Se aplicó la corrección solvente y se refinaron los factores de temperatura isotrópicos. Se utilizó el programa gráfico
TURBO-FRODO (cf. A. Roussel et al., “In Silicon Graphics geometry partners directory 77-79”, Silicon Graphics,
Mountain View, CA, 1989) para construir un modelo y para la introducción de moléculas de agua. La Tabla 1 muestra
las estadísticas de toma de datos, resolución de la estructura, refinamiento y modelo final, en donde:
aSe tomaron los valores de pico de absorción como referencia.
bLos valores entre paréntesis corresponden a la última capa de resolución.
cRsigma = (
∑
[σ(Fo2)]/
∑
[Fo2]) x 100.
dLa varianza V de densidad en una superficie esférica de radio 2,42 A˚ se calcula para cada píxel en el mapa y los
píxeles con las varianzas más altas se consideran más probablemente ser posiciones atómicas. La conectividad es la
fracción de píxeles adyacentes que se encuentran en el solvente o en la región macromolecular.
eContraste = La varianza V respecto todos los píxeles.
fCC:CC (véase (g)) pseudo libre calculado con el 10% de las reflexiones omitidas al azar después de realizar un
ciclo de modificación de densidad.
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gMapa CC = [N
∑|EH| |EA|-∑ |EH|∑| E|A|]/{[N∑|EH|2-(∑|EH|)2] [N∑|EA|2-(∑|EA|)2]}1/2 x 100 siendo EH los factores
estructurales normalizados derivados de las posiciones atómicas del hierro y EA de los datos de MAD FA observados.
hRfactor={
∑
ηk| ||Fo|-k |Fc||/∑hk| |Fo|} x 100, siendo Fo y Fc las amplitudes de factores estructurales observada y calcu-
lada; Rfactor libre, idéntico al anterior pero para una serie de reflexiones no utilizadas durante el refinamiento.
iPor unidad asimétrica.
Los datos obtenidos demuestran que la estructura cristalina de la presente invención es una diana adecuada para el
diseño de una nueva familia de ligandos con una elevada especificidad estructural y fuerte unión.
Por tanto, la presente invención abre el camino para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos anti-ADN con
características completamente nuevas.
TABLA 1
Estadísticas Cristalográficas
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TABLA 2
Coordenadas atómicas tridimensionales de la estructura del complejo 3WJ de ADN y el helicato de formato PDB
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TABLA 2 (continuación)
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TABLA 2 (continuación)
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TABLA 2 (continuación)
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TABLA 2 (continuación)
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TABLA 2 (continuación)
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TABLA 2 (continuación)
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TABLA 2 (continuación)
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TABLA 2 (continuación)
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TABLA 2 (continuación)
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TABLA 2 (continuación)
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TABLA 2 (continuación)
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REIVINDICACIONES
1. Estructura cristalina que comprende un entrecruzamiento de tres cadenas de ADN, dicha estructura cristalina
caracterizada porque:
a) pertenece al grupo espacial P4(1)32 y tiene unas dimensiones de celda a=b=c=70,98 ± 0,7A˚;
b) dichas cadenas de ADN son hexanucleótidos cuyas secuencias nucleotídicas, iguales o diferentes entre sí, se
seleccionan del grupo que consiste en CGATCG, GCATGC, CGTACG, GCTAGC, CCATGG, GGATCC, CCTAGG y
GGTACC, en los que todos los nucleótidos se encuentran emparejados; y
c) el entrecruzamiento de las tres cadenas de ADN alberga, en una cavidad hidrofóbica, una molécula.
2. Estructura cristalina según la reivindicación 1 caracterizada porque las tres cadenas de ADN tienen la misma
secuencia nucleotídica y ésta es CGTACG.
3. Estructura cristalina según cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada porque tiene las coorde-
nadas atómicas dimensionales de la Tabla 1.
4. Estructura cristalina según cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por el hecho de que la
molécula es un candidato a fármaco anti-ADN.
5. Procedimiento de identificación de una sustancia candidata a fármaco caracterizado porque comprende las
etapas de:
a) obtener una estructura cristalina dejando crecer, a temperatura ambiente, gotas posadas que comprenden la
sustancia a ser identificada y las secuencias nucleotídicas según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2; y
b) determinar los parámetros de la estructura cristalina obtenida de manera que si dicha estructura pertenece al
grupo espacial P4(1)32, tiene unas dimensiones de celda a=b=c=70,98 ± 0,7A˚ y todos los nucleótidos de las secuencias
nucleotídicas de ADN se encuentran emparejados, es indicativo de que dicha sustancia es un candidato a fármaco anti-
ADN.
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